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SOUHRN

Nadory hlavy a krku pfedstavuji kolem 5% vsech nadori. Naprostou vétsinu
(90%) tvoii dlazdicové karcinomy vychdzejici ze sliznic hornich cest
dychacich a polykacich. Navzdory diagnostickym i terapeutickym pokrokim
zlstiva prognoza pacientl s karcinomy hlavy a krku vazna. Proto je nutné
hledat né&jaké prognostické faktory, které by lépe charakterizovaly tyto
nadory. Jednim ztéchto znakd by mohly byt endogenni lektiny zvané
galektiny. V patologii dlazdicovych karcinomi hlavy a krku se nejvice
uplatiuji galektin-1, -3 a -7. Galektin-7 se uplatiiuje v procesech regulace
proliferace, apoptozy a stratifikace dlazdicovych epiteln. Zjistili jsme uréitou
korelaci mezi expresi galektinu-7, diferenciaci a pfitomnosti keratinizace v
dlazdicovych karcinomech hlavy a krku. Dal$im znakem, ktery by mohl lépe
charakterizovat tyto znaky je jadérkovy protein nukleostemin. Zjistili jsme
piitomnost nukleosteminu v dlazdicovych karcinomech hlavy a krku.
Velikost nukleostemin pozitivnich jadérek odrazela ur¢ity prolifera¢ni stav
bunék nidori. Ackoliv je nukleostemin popisovan jako znak nékterych
kmenovych buné€k, z nadich vysledki nemizeme tuto hypotézu potvrdit u
epidermové kmenové buriky.

Fibroblasty pripravené ze stromatu dlazdicového karcinomu ovliviuji
fenotyp normalnich keratinocyt u nichz jsme detekovali znaky epidermové
kmenové buiiky. Tyto fibroblasty by mohly ovliviiovat biologické vlastnosti

nadort tohoto typu.




SUMMARY

Cancers of head and neck represents about 5% of all tumors. 80 to 90% of
these tumors are constituted of squamous cell carcinomas. Despite a rapid
progress in diagnostics and therapy the overall 5-year survival of this type of
cancer is among the lowest of the major cancer types. This unfavourable
situation needs the extensive research to found new markers to better
characterize biological behavior of tumors as a rational background for more
sophisticated therapeutic modalities. One of the most promising markers are
endogenous lectins called galectins and their ligands. Especially galectin-1, -
3 and -7 play a key role in pathology of squamous cell carcinomas. Galectin-
7 is described in literature as a protein which has anti and pro-malignant
features in different in vitro models. We studied tissue sections
immunohistochemically and disclosed a correlation to increased status of
differentiation and keratinization in head and neck squamous cell carcinomas.
Other marker which could better characterize the tumors is nucleolar protein
nucleostemin. We proved that presence of nucleostemin was documented in
head and neck cancer, and its detection, together with the size properties of
positive nucleoli, may relate to tumor cell features. Although nucleostemin is
described as a marker of stem cells (e.g. neural or hematopoietic stem cells),
we cannot consider this protein as realible marker of epidermal stem cells,
becouse it is expressed by suprabasal, terminally differentiated keratinocytes.

The fibroblasts prepared from stroma of squamous cell carcinoma influence
the phenotype of normal human epidermal keratinocytes to be similar to
epidermal stem cell. These fibroblasts can participate in the control of

biological properties of this type of cancer.

1. Uvod

1.1 Dlazdicobunééné karcinomy hlavy a krku

Dlazdicové karcinomy hlavy a krku predstavuji kolem 5% viech

tumort. Naprostou vétdinu znich (90%) tvoii  dlazdicové karcinomy
vychézejici ze sliznic hornich cest dychacich a polykacich. Z klinického
hlediska se déli pfedevsim dle lokalizace na karcinomy dutiny ustni,
orofaryngu, epifaryngu, hypofaryngu, dutiny nosni, hrtanu a slinnych Zlaz.
Jednim z nejvice rizikovych faktort pro vznik téchto nadort je koufeni. Vice
nez 80% nadori hlavy a krku je spojeno s expozici tabakovému kouti (Myers
et al.,, 2003). Dlazdicové karcinomy hlavy a krku se nejéastéji vyskytujici
v orofaryngu a laryngu a jsou charakterizovany lokdlnim agresivnim
chovanim a ¢asnym metastazovanim do regionalnich uzlin.
Navzdory diagnostickym i terapeutickym pokrokim zdstava stile prognédza
pacientii s karcinomy hlavy a krku vaznd. Pii 1écbé je nutné zachovani
dostatecné radikality a zaroven ochrana pacienti pied zbyteéné agresivnimi
postupy, které zhorsuji funkéni vysledky (Chiesa et al., 1999, Ogawa et al.,
1999).

1.2 Galektiny

Galektiny patfi mezi endogenni lektiny diive nazyvané S-lektiny,
které jsou charakterizovany vysoce konservativni CRD (karbohydrat
rozezndvjici doména) a afinitou k B-galaktosidim. Doposud bylo popsano
minimalné 14 zastupct rodiny galektini. Dle struktury se daji rozdélit do 3
skupin.

1. ,,Prototype* ( galectin -1,- 2, -5, -7, -10, -11, -13, -14) .




2. ,Tandem repeat* (galektin -4, -6, -8, -9, -12).

3. ..Chimera typ*-CRD (galektin-3) .

Galektiny se uplatnuji v iroké skale biologickych déji, kde se podileji na
regulaci proliferace, diferenciace, apoptézy a modulaci mezibunééné
interakce a interakce s extracelularni matrix a to jak v normé, tak i za
patologickych stavii. K nejvice prozkoumanym galektinim ve vztahu ke
kancerogenezi patii galektin-1, galektin-3 a galektin-7, ktery byl centrem

zajmu této disertacni prace.

Galektin-7 piedstavuje endogenni lektin prototypniho typu exprimovany ve
viech wvrstvach dlazdicového epitelu. Za fyziologickych podminek se
uplatiiuje v procesech regulace proliferace, apoptozy a stratifikace
dlazdicovych epiteli. Piedpoklada se, Ze hraje dilezitou roli v embryonalnim
vyvoji vrstevnatych epiteld (Magnaldo et al., 1998, Timmons et al., 1999).
Tyto vysledky naznacuji, ze galektin-7 by mohl byt dobrym markerem
normalni stratifikace dlazdicovych epitelii. Velice zfidka je detekovan v
bazocelularnich karcinomech (Chovanec et al., 2005). ZvySena exprese
mRNA byla zaznamenana u linie keratinocyta po expozici UVB zafeni a po
aplikaci prodiferenciaénich ¢inidel (Bernerd et al., 1999). Je proto popisovéin
jako p33 inducibilni gen 1 a jeho podil na spusténi apoptozy, zejména u
bunék s poskozenou DNA je ziejmy. Exprese tohoto lektinu v dlazdicovych
karcinomech je popisovina s rozdilnymi vysledky a prognostickymi vyhledy

pro pacienta (Saussez et al., 2006).

1.3 Epidermova kmenova buika

V posledni dobé vzrostl velky zdjem o studium epidermovych kmenovych

bunék pro jejich mozné vyuziti napi. v rekonstrukci posSkozenych tkanich.

Kromé role v procesu hojeni se tyto buiiky nejspise také uplatiiuji v procesu
kancerogenese.

Centrem zdjmu fady vyzkumnych skupin je najit specifické znaky nebo
jejich kombinace charakterizujici epidermalni kmenové buiiky. Mezi takové

znaky patfi pl-integrin, protein p63, B-katenin a také galektin-1.

Nukleostemin je jaderny a jadérkovy protein vyskytujici se v kmenovych
bunikach stromatu kostni dfené, v mnervovych a hematopoetickych
kmenovych buiikiach (Lacina et al., 2006, Tsai et al., 2002, Yaghoobi et al.,
2005). Proto se tento protein stiva zajmem u studia kmenovych bunék,
véetné epidermalnich kmenovych bunék.

Exprese nukleosteminu je typickd pro rannd stidia proliferace
multipotentnich  bunék a klesa s postupnou diferenciaci  bunék.
Nukleostemin se ziejmé uplatiiuje v procesech fizeni embryonalnich,
prolifera¢nich, regenera¢nich déju fizeni apoptozy (Beekman et al., 2006).
V dlazdicovych epitelech byla exprese nukleosteminu pozorovina
v bazalnich 1 suprabazalnich postmitoticky aktivnich buikach. Presto
zvySena exprese m-RNA byla zaznamenana microarray technologii v misté
bulge, tedy v misté uloZeni epidermovych kmenovych bunék (Tumbar et al.,
2004). V in vitro pokusech byla zjisténa exprese nukleostemin pozitivnich
jadérek v kultufe keratinocyti  z vlasového folikulu kokultivovanych
s feederem z mesenchymiélnich nenadorovych bunék, nebyla prokazana
v kultufe z interfolikularnich bunék (Lacina et al., 2006). Zajimavé je, Ze
nebyla prokizana zavislost mezi expresi nukleosteminu a keratinu-19, jenz
Jje povazovan za jeden ze znaku epidermalnich kmenovych bunék (Lacina et

al., 2006).




1.4 Nadorové stroma, epitelomezenchymova transformace

Solidni nadory se skladaji ze dvou zakladnich komponent, z vlastnich
nadorovych bunék-parenchymu a z nadorového stromatu. V pfipadé
epitelovych nadort, které jsou centrem naScho zdajmu, je stromalni
komponenta zpravidla oddélena od vlastnich nadorovych bun¢k bazalni
laminou, ktera byva velmi ¢asto netiplna ¢i chybgjici.

Stromalni komponenta je pfitomna jiz pfi velikosti tumoru kolem 1-2 mm.
Nadorové stroma obsahuje fadu bunék. Nejvice zastoupenou skupinou
bunék predstavuji fibroblasty, zimé bunky, endotelové bunky, adipocyty,
makrofigy a buiiky imunitniho systému. Kromé bunéénych elementi se zde
nachazeji i cévy, produkty rozpadu bunék, plasmatické proteiny,
proteoglykany, glykosaminoglykany, fibrin, kolagen (pfedevsim typ I, 1),
fibronektin, fibroblasty aj. Ackoliv vétsina téchto bunck a slozek
extracelularni matrix je pavodem z nemalignich tkani, jejich vzajemné
interakce mezi sebou a vlastnim nadorem vedou k udrzovani funkéniho
maligniho fenotypu s pfitomnymi interakcemi bunka-bunka, bunka-
extracelularni matrix a produkty tansformovanych a netransformovanych
bunék, mezi které patii rizné typy chemokint, cytokini a ristovych faktor@
(Kulbe et al., 2004).

Nejpocetnéjsi bunéénou populaci v nadorovém stromatu predstavuji
fibroblasty, jejichz jednotlivé zastoupeni v nadorech se lisi. Obecné se tyto
fibroblasty oznacuji tumory asociujici fibroblasty (CAFs-cancer associated
fibroblasts), pro které je charakteristické vedle vietenovitého tvaru exprese
a-SMA. Rozdil mezi témito a normalnimi fibroblasty je, ze CAFs jsou
trvale aktivovany, nekonvertuji zpét na normalni fibroblasty a nepodléhaji

klasické apoptoze (Li et al., 2007). Pavod tumor asociujicich fibroblasti,

neni stale jasny. Je nékolik teorii, které se snazi vysvétlit jejich piivod.
Jedna znich uvazuje o fizi nadorovych bunék s poziéné blizkymi
rezidentnimi fibroblasty (Duelli a Lazebnik 2003), jina teorie zvazuje jejich
pivod z CAFs prekurzori bunék aktivované kostni diené a koneéné se
velmi intenzivné studuje teorie epitelomezenchymalni transformace (EMT).
EMT bychom mohli definovat jako pfechod epitelové komponenty do stavu
fenotypové odpovidajici mesenchymu s paralerni expresi vimentinu a
ztratou exprese E-cadherinu.

Jak jiz bylo vySe zminéno EMT muze byt objektivizovana zménou a expresi
molekularnich markerd. Obecné uznavanymi markery EMT je zvy$ena
exprese N-kadherinu, vimentinu, jadérkova lokalizace p-kateninu, zvySena
produkce transkripcnich faktord jako Snail 1(Snail), Snail 2 (Slug),
EF1/ZEBI, SIP1/ZEB2, E47.

Oblasti epitelomezenchymového prechodu je mozné dle nékterych praci
definovat jako pfitomnost bun¢k s koexpresi vimentinu a cytokeratind
s paralerni expresi transkripéniho faktoru Snail (Huber et al., 2004, Petersen
et al., 2003). Jiné studie poukazuji na misto EMT se zvysenou expresi Snail
a snizenou expresi E-cadherinu (Yokoyama et al., 2003).

Dilezitou otazkou je, zdali CAFs jsou schopné né&jakym zphsobem
ovliviiovat biologickou aktivitu vlastni transformované ¢i netransformované
tkané.

V procesu kancerogenese by mohla EMT dle nékterych literarnich udaji

hrat velkou roli. (Li et al., 2007).




2. CILE PRACE

e  Glykobiologicka charakterizace dlazdicovych karcinomui hlavy a krku
zejména z hlediska exprese vybranych galektini ve srovnani
snormalnimi tkanémi v korelaci s vyskytem funkéné vyznamnych

jadernych a cytoplasmatickych proteind.

e  Exprese nukleosteminu v dlazdicovych karcinomech hlavy a krku a jeho

korelace s expresi znaki charakterizujici epidermalni Imenové bunky.

e Objasnéni funkce, vzniku a pivodu nadorové asociovanych stromalnich

fibroblasti  stromatu jako niche pro nadorovou kmenovou buriku.

10

3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Pouzity biologicky material

VSechny vzorky byly odebirany s pfislusnym informovanym souhlasem
pacienta.

Vzorky normalni epidermis, bazocelulirnich karcinomii a dlazdicovych
karcinomti pochézely pfevazné z Dermatovenerologické kliniky 1.LF UK a
VFN v Praze 2, z kliniky ORL a chirurgie hlavy a krku 1.LF UK a FN v
Motole, Praha 5 a z Kliniky plastické chirurgie 3. LF UK a FN Kralovské
Vinohrady .

3.2. Kultivace bunék

Vzorky normilni kize a nidort byly odebrany piimo na opera¢nim sale a
ulozeny do transportniho kutivatniho média s pfidavkem antibiotik
(penicilin, streptomycin- Sigma Aldrich, Praha, CR) a antimykotik
(amfotericin B- Sigma-Aldrich, Praha, CR) a prevezeny do laboratofe na
Anatomickém ustavu, kde vzorky byly enzymaticky rozvolnény roztokem
trypsinu (Sigma-Aldrich, Praha, CR) a ethylendiamintetraoctové kyseliny-
EDTA (Sigma-Aldrich, Praha, CR). Z epidermis byla ziskana primarni
kultura interfolikularnich keratinocyt, zdermis kultura folikularnich
keratinocytd a fibroblasti. Ze vzorkd bazocelularnich a dlazdicovych
karcinomi byly pfipraveny primokultury stromalnich fibroblasti a
keratinocytd. Déle jsme pouzili linie mySich embryonalnich fibroblasti
3T3, linie FaDu-piivodné izolovana ze dlazdicového karcinomu
hypofaryngu a bunééné linie TC-1 plvodné ziskané transformaci epitelialni

mys$i linie C57BL/6 pomoci HPV 16 E6/E7 a aktivovaného H-ras
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proonkogent. Linie 3T3 bunék jsme pouzili jako podpirmou pidu pro
kultivaci keratinocyti. Pfed nasazenim 3T3 bunék ve vhodné hustoté ke
kokultivaci s keratinocyty jsme pouzili Mytomycin k zastaveni jejich
prolifera¢ni aktivity. Bunky byly ko-kultivovany v médiu HMEM
(Sevapharma, Praha, CR) s 10% bovinnim sérem (ZVOS, Hustope¢, CR) a
se zvySenou tenzi CO, (3,3%). Vedle 3T3 Ilinii jsme jako podpiumné
fibroblastové bunky pouzily linie dermalnich lidskych fibroblasti,
fibroblasty izolované z karcinomi a TCl bunék, jenz byly kultivované
v DMEM meédiu (Biochrom, Berlin, NSR) s 10% fetalnim bovinnim sérem
(Biochrom, Berlin, SRN) pii 37 °C a 5% tenzi CO,. Vy$e zmifovana linie
Fadu byla kultivovana ve EMEM médiu (Biochrom, Berlin, SRN) s 10 %
fetalnim bovinnim sérem pii 37 °C a 5% tenzi CO,.

Jednotlivé bunky (mezenchymové buiiky/keratinocyty) byly studovany jak
ve 2D prostoru po nasazeni na kryci skla nebo ve 3D rostoru po nasazeni do
Matrigelu (BD, Biosciences Erembodegen, Belgie). Jednotlivé interakce
epitelovych a mezechymovych bunék byla studovana bud’ v pfimém
vzajemném kontaktu nebo v systému Insert (BD-Falcon, Franklin Falls,
USA), ktery umoznuje za pomoci mikropordzni membrany studovat
vzajemnou interakei dvou bunéénych populaci pomoci solubilnich faktort,
pronikajici pies mikroporézni membranu, aniz by doslo k jejich

vzajemnému fyzickému kontaktu.

3.3. Imunohistochemie

Vzorky normélnich i nddorovych byly po odbéru ihned jesté na operaénim
sale upraveny na vhodnou velikost cca 5x5x5mm a ponofeny do
zmrazovaciho média Tissue-Tek (Sakkura,Zoeterwoude, Nizozemi). Po 60
minutach, kdy byl vzorek ulozen pii teplot¢ +4°C, bylo provedeno rychlé

zmrazeni v tekutém dusiku a dale byl vznikly blo¢ek uchovan pii teploté -
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80°C do definitivniho zpracovani. Zmrazena tkan byla nasledné nakrijena
na kryostatu Cryocut-E (Reichert-Jung, Viden, Rakousko) na tezy o sile 7
um. Tyto byly pfeneseny na skla s povrchem modifikovanym poly-L-
lysinem (Sigma-Aldrich, Praha, CR).

Ziskané kultury rostouci na krycich sklech byly po opakovaném oplachnuti
v pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS) rychle usuSeny v laminarné
proudicim vzduchu a uchovavany do definitivniho zpracovani v mrazicim
boxu pii teploté -20°C. Kultury v Matrigelu byly po odsati kultivaéniho
média bleskové zmrazeny v tekutém dusiku a tovnéz uchovavany do
definitivniho zpracovani pii teploté -80°C, kdy byly nakrajeny na kryostatu.
Pfed vlastnim imunohisto- a cytochemickym zpracovanim byly vzorky
kritce fixovany v paraformaldehydu (2 % /w/v/ paraformaldehydu v PBS
/pH 7.3/) a permeabilizoviny za pouziti Triton X-100 (Sigma-Aldrich,
Praha, CR). Bylo pouzito metody vicendsobného znageni na tirovni jedné
buriky. Nespecifickda vazba protilatek druhého kroku byla blokovana
pomoci prase¢iho séra (DAKO, Brno, CR). Po obarveni byl vzorek
zamontovan do média Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA) a hodnoceni vzorki a méfeni bylo provadéno na fluorescenénim
mikroskopu Optiphot-2 a pozdéji Nikon Eclipse 90i (Nikon, Praha, CR).
Analyza obrazu a méfeni fluorescenénich profila bylo provadéno pomoci
softwarového systému Lucia 3.2 respektive 5.1 (Laboratory Imaging, Praha,
CR). Vysledky byly hodnoceny Studentovym t-testem. Specificita
imunohistochemické reakce byla ovéfena nahrazenim protilatky prvniho
kroku jinou v dané tkani se nevyskytujici protilatkou. Barveni jaderné DNA

bylo univerzalné provadéno pomoci DAPI (Sigma-Aldrich, Praha, CR).

13




3.4. Lektinova histochemie

K detekci vazebnych mist pro jednotlivé galektiny byly pouzity
biotinylované galektiny, které pfipravil pfipravil H.-J. Gabius a S. André
(Univerzita Ludwiga-Maximiliana, Mnichov), jako zna¢eni druhého kroku
byl pouzit ExtrAvidin-TRITC (Sigma-Aldrich, Praha, CR). Jako test
specifické reakce pii lektinové histochemii byl bud’ vypustén z protokolu

biotinylovany galektin, popfipadé byla provedena inhibice laktézou.

4. Vysledky a diskuze

4.1. Galektin-7
Zjistili jsme, ze vyskyt galektinu-7 v dlazdicovych karcinomech nebyl
uniformni.

Statisticky nejvyznamnéj$i korelace (P=0,0105) silné exprese
galektinu-7 bez zavislosti na homogenit¢ ¢i heterogenité signilu byla
zaznamendna ve vztahu ke keratinizaci, kde silnd exprese galektinu-7 byla
detekoviana v rohovych perlich tumoru s nejcastéjsi lokalizaci v centralnich
partiich nadori. Statisticky vyznamna korelace (P=0,0024) byla rovnéz
zaznamenana mezi silnou homogenni expresi galektinu-7 a pfitomnosti
kontinudlné formované bazalni laminy. Dalsi statistickd vyznamnost byla
potvrzena u silné homogenni exprese galektinu-7 a diferenciaci nadoru
(P=0,0009), kde tumory se silnou intenzitou signalu exprese galektinu-7
vykazovaly dobrou diferenciaci (Grading-1 a 2). Vzhledem k nékterym
publikovanym pracim (Saussez et al., 2006), které poukazuji napiiklad na
Spatnou prognézu u pacientl s karcinomem hypofaryngu stadia 1V

s paralerné nizkou expresi galektinu-7, nebyla v nasem souboru tato
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zavislost zjisténa. Zajimavym nalezem byla detekce galektinu-7 v jadrech
bunék a to piedevdim v tumorech se silnou a homogenni expresi, coz by
mohlo souviset s ur¢itou roli galektinu-7 pii sestithu pre-mRNA, jako je
tomu u galektinu-1 a 3 (Wang et al., 2004). Bohuzel nebyla zaznamenana
statisticka zavislost mezi expresi galektinu-7 a prezitim.

Zavérem je mozné konstatovat, ze z vysledki této priace neni
mozné vtuto chvili povazovat galektin-7 za suverénni diagnosticky a

prognosticky marker.

4.2. Nukleostemin

Zjistili jsme, ze jadérkova exprese nukleosteminu byla pfitomna v
kontrolnich normalnich sliznicich laryngu a orofaryngu, a to jak v bazalnich
tak suprabazdilnich vrstvach (Smetana et al., 2006), pficemz velikost jadérek
byla v obou kompartmentech srovnatelna. Primérna velikost plochy jadérek
byla v rozmezi 6-10 pm’.

V dlazdicovych karcinomech hrtanu, jazyka, orofaryngu, FaDu
bunkéach a tumorech transplantovanych nuw/nu mysi jsme zaznamenali silnou
expresi nukleosteminu v jadércich, jejichz velikosti nebyly tak uniformni ve
srovnani s normalnim epitelem, ale na druhou stranu byly daleko vétsi.
Zjistili jsme jadérka i o velikosti plochy do 35 pm’. Soudasné s expresi
nukleosteminu v jadércich jsme detekovali expresi p-kateninu, jehoz
jaderna exprese je popisovina jako znak epidermalni kmenové buinky
(Smetana et al., 2006, Lacina et al., 2007). Zjistili jsme, Ze velikost jadérek
v nukleostemin pozitivnich bunkach s jadernou ¢i cytoplasmatickou expresi
B-kateninu byla ve srovnani sexpresi p-kateninu na bunééné membriné
vy§8i. Zrovna tak jadérka keratin-10 negativnich a nukleostemin pozitivnich
bunek byla vétsi ve srovnani s bunkami pozitivni na keratin-10. Na druhou

stranu je tieba dodat, Ze jsme ojedinéle nalezli bunky s velkou plochou
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Jader, které byly cytokeratin-10 pozitivni a soucasné se u nich vyskytovala
membrinova exprese P-kateninu. Tento stav by mohl byt pfirovnan
k popisovanému vyskyfu disproporce mezi diferenciaci a maturaci v
dlazdicovych karcinomi objektivizovany soucasnou expresi Ki-67
s markery charakterizujici termindlné diferencia¢ni stav buniky (Chovanec et
al., 2005).

Ackoliv je fadou autori nukleostemin povaZovin za marker
kmenové buriky (Tsai et al. 2002, Yaghoobi et al., 2005) vysledky nasi

price tuto hypotézu zatim nepodporuji.

4.3. Interakce stromdlnich a epitelovych bunék in situ a in vitro,
nadorové stroma, epitelomezenchymova transformace

Zjistili jsme rozdilny fenotyp kolonii interfolikularnich epitelovych bunék
kokultivovanych s dermdlnimi fibroblasty ¢i s 3T3 buiikami a keratinocyty
kokultivovanymi s SCCF (fibroblasty piipravené z
dlazdicového karcinomu). Zatimco keratinocyty kokultivované
s nenadorovymi fibroblasty tvorfily klasické ploché ovalné kolonie, byly
kolonie keratinocytii kokultivované se SCCF nepravidelné a s vyskytem
keratinocyti spise podobnych i fibroblastim. Vedle morfologickych rozdila
jsme u téchto bunék zaznamenali expresi keratinu-8, ktery je u nadorovych
keratinocytli znakem agresivity a v mnoha pfipadech signalizuje $patnou
prognozu pacienta (Casanova et al., 2004, Raul et al., 2004). Je zdroveq i
znakem prekurzori epidermové kmenové bunky (Troy a Turksen 20053).
Kromé toho jsme pozorovali i expresi keratinu-19 a presun B-kateninu z
membrinové lokalizace do cytoplasmy. Tento fenotyp je popisovan u velmi
agresivnich tumori (Smetana et al., 2005, Morasso et al., 2005). Velmi
zajimavym nélezem, ktery souCasné podporuje teorii vznik nadorového

stromatu epitelomezenchymovym piechodem, bylo zjisténi koexprese
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vimentinu a keratinu v ¢etnych keratinocytech kokultivovanych se SCCF.
Tato skutecnost byla podpofena i expresi transkripéniho faktoru Snail, jenz
tento proces fidi a je povazovan za znak pfechodu epitelovych bunék do
fibroblasti (Thiery et al., 2003, Thiery a Sleeman 2006). Nutno vSak
podotknout, Ze souCasnou expresi vimentinu a keratinu jsme ve velmi
omezeném mnozstvi zaznamenali 1 v normalnich keratinocytech
kokultivovanych s dermalnimi a 3T3 fibroblasty.

Vzajemné interakce mezi SCCF a interfolikularnimi epidermélnimi
keratinocyty byly potvrzeny 1 expresi keratinu-8 a vimentinu
v keratinocytech, jez byly kokultivované oddélené mikropordzni
membranou od mesenchymalnich bunck.

Dalsim piikladem interakce mezenchymélnich a epitelovych bunék
je mozné uvést na na prikladu fibroblasti izolovanych z benigniho
fibrozniho histiocytomu (FBFH) a normalnich keratinocytd. Toto
pozorovani ukazalo, Ze interakce nadorového epitelu a okolniho
mezenchymu hraje roli 1 u benignich nadord a muze vysvétlit
hyperproliferaci keratinocyti nad loZiskem tohoto typu nadoru.

K dalsimu dikazu vzajemné interakce stromalnich a epitelidlnich
bunék (normalni folikularni-NHF, interfolikularni keratinocyty-NIF) byla
pouzita geneticky upravend bunécénd linii TC-1, kterd byla pfipravena
transfekci mysich plicnich epitelovych bunék geny E6/E7 lidského
papilomaviru HPV16a genem pro H-ras. Tyto bunky lze povazovat za
model bunék vzniklé epitelovémezenchymovou transformaci bunck
nadorovych a hypoteticky se mohou podilet na vytvafeni bioaktivniho
stromatu. Kontrolu pfedstavovaly 3T3 mys$i fibroblasty kokultivované
s vySe zminovanymi keratinocyty.

Rozdily jsme opét zaznamenali v morfologii kolonii a expresi

keratinu-8 a 19.
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5. Zavér

Exprese galektinu-7 v karcinomech hlavy a krku je heterogenni,
s rozdilnym rozlozenim a intenzitou signalu. Statisticky nejvyznaméjsi
korelace byla =zaznamenana mezi silnou expresi galektinu-7,
keratinizaci, gradingem a pritomnosti dobfe formované bazélni
membrany. Nebyla zaznamendna statistickd zdvislost mezi expresi

galektinu-7 a preZitim.

Prokazali jsme, Ze exprese nukleosteminu neni zavisla na prolifera¢nim
stavu bunky, a to jak v normalni-netransformované tkani, tak v tkani
transformované. Déle jsme zaznamenali uréitou korelaci mezi velikosti
Jadérek a nucleostemin-pozitivnimi nadorovymi buikami. Ackoliv je
nukleostemin povazovan fadou autori za znak nékterych kmenovych
bunék (napi. hematologickych, nervovych), z nasich poznatki nelze

tento protein povazovat za znak kmenovosti v epitelovych buiikich.

Zjistili jsme, Ze izolované nadorové fibroblasty jsou schopné zménit
fenotyp netransformovanych/mormalnich  keratinocytd do podoby
nidorovych bunék. Zaroven jsme prokdzali, ze pii vzdjemnych
interakcich téchto bunck se v keratinocytech exprimuji znaky, které jsou
typické pro méné diferencované az kmenové bunky. Rovnéz jsme
nastinili ~ mozZnost  vzniku  nadorového  stromatu  procesem

epitelomezenchymové transformace.
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